PRACTICA DE LABORATORY DE QUIMICA 
ANALISISPOR ESPECTROFOTOMETRlA DE ABSORCION 

1. OBJETIVOS. 

• Conocer y aplicar la ley de Lambert - Beer 

• Determinar la concentration de una solution por espectrofotometrfa. 

• Establecer los factores que ocasionan desviaciones a la ley de Lambert -Beer. 

• Establecer la relation entre la transmitancia y absorbancia con la concentracion 
de una solucion. 

2.TEORIA. 

Espectro electromagnetico. 

Es el conjunto de ondas electromagneticas que comprenden desde las de mayor 

energia y menor longrtud de onda como son los rayos gamma y rayos X, pasando 

por la luz ultravioleta, visible (que en realidad ocupa una estrecha franja del espectro 

electromagnetico), intrarroja, hasta las ondas electromagneticas de mayor longitud 

de onda y menor energia como son las ondas de radio. Las ondas electromagneticas 

se desplazan a la velocidad de la luz. La region visible del espectro esta 

comprendida en los rangos de 380 a 750 nm. 

Espectrofotometria, 

Es un metodo de analisis que hace uso de la interaction entre la materia y la 

energia radiante la cual se refiere a como las ondas electromagneticas se propagan 

y transportan sin transferencia de materia. 

Absorcion electromagnetica. 

Es la interaccion de los fotones con los electrones de una sustancia; en este proceso 

se transfiere energia a la molecula que provoca una disminucton en la intensidad de 
la radiacion electromaanetica incidente 



Ley de Lambert - Beer. 

Cuantifica la radiacion absorbida en funcion de la concentration de las moleculas 
del analito y depende de la longitud que recorre el rayo en el medio absorbente. 
A = Log (P /P) = abc Donde: 

A [= ] Es la absorbancia; definida como la cantidad de radiacion que absorbe una 

solucion y es una rnagnitud adimensional. 

P [= ] Es la intensidad de la radiacion del haz en fotones que incide sobre la 

celda, 

P [= ] Es la intensidad de la radiacion del haz que abandona la celda (P < P } 

a[= ] Constante de proporcionalidad (absortividad) 

b[=] Longitud interna de la celda 1cm. 

c [= ] Concentracion de las especies absorbentes. 

Transmitancia. 

Es la fraction de la radiacion que se trasmite la cual se mide en unidades de 
transmitancia o porcentaje de transmitancia. 
T = P/P A = -LogT=LogP /P 

Ya que el % T = T x 100 % entonces; A = -Log T= 2 -Log %T donde 2 = Log 100, 
luego la escala de absorbancia se encuentra en un intervalo entre y 2. 

Espectrofotometros y colorimetros. 

Un espectrofotometro es un instrumento en que puede medirse la cantidad de 

radiacion visible, ultravioleta o infrarrojo que absorbe una solucion a una longitud de 

onda dada. Un colorimetro es un instrumento en el cual se mide esencialmente luz 

visible. 

Los cuatro componentes fundamental es de un espectrofotometro son; la fuente, el 

monocromador la celda y el detector. 



La figura I muestra los componentes basicos de un espectrofotometro. 
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Instrumentation: 

Todo espectrofotometro cuenta con los siguientes elementos: 

Fuente de luz -» selector de longitud de onda {monocromador) -» Celda -> detector -» 

escala de medida. 

• Fuente de luz: un filamento de tungsteno que funciona media nte una fuente de alimentation 

estabilizada proporcionando una radiation de intensidad constante el tiempo suficiente para 
asegurar una buena reproducibilidad de las lecturas de absorbancia. 

• Selector de longitud de onda: se trata de una sencilla red de difraccion, que permite 
separar la longitud de onda. 

Tras seleccionar la longitud de onda la radiacion pasa a traves de un controlador de luz, 
que consiste en una abertura en forma de V que se introduce o saca del haz para controlar la 
intensidad de luz que incide en la fotocelda. 

• Celda: Que contiene a la solution generalmente hecha de un material transparent^ que no 
absorbe la luz. Su longitud y capacidad varia segun el equipo y diseno. Las hay de paredes 
cilindricas o planas. 

• Detector: a este llega la radiation tras pasar por un filtro y por la muestra. Se trata de un foto- 
tubo de medida. Se basa en el efecto fotoelectrico de los metales que al irradiarlos generan 
electrones. 

• Escala de medida: La serial electrica del detector una vez amplificada se registra bien en una 
escala analogica o en una pantalla digital que proporcionan los valores de Transmitancia y/o 
Absorbancia. 



ai ateriales : IiistxT.uu.eii.tal ; 

♦ Matraz aforado por 250 ml ♦ Espectrofotometro 

♦ Matraz aforado por 100 ml 

♦ Bureta con porta por 50 ml 

♦ Embudo para bureta 

♦ Vaso de preeipitacion por 50 ml 

Procedimieiito: 

1. Preparacion de los patroues 

l.a. Partiendo de una solucion 2 x io -2 2vl de KM11O4 preparar 250 ml 

de solucion 4 x 10-4 M. 

x.l>. Colocar en matraces por 100 ml los voilimeixes de solucion 4 x 10" 4 
M Cdescargados desde una "bureta) que sean necesarios para que al 
enrasar a 100 ml con H 2 destilada se obtengan pationes de las 
conceiitiaciones que siguen: 0,2 x iO"t M; 0,4 x 10 4 M; o,€> x io _4 M; 
0,8 x iO"4 M, 1,2 x iO"4 M, 1.6 x lO"4 M. 

2. Trazado cle la curva espectral 

2. a. Encender el equipo y colocar lectura de A, seleccionando el boton 

adecuado. 

2.1). Colocar en las celdas que provee el equipo, la referenda (rl^O 

destilada) y el patron de concentracion 1,6 x iO~4 M. 

2.c. Seleccionar la longitud de onda X = 410 11m, 

2.cl. Colocar en el portacelda la celda con la referenda y llevar el 

equipo a O (cero) de absorb ancia (100 % T) mediant e las perillas 

adecuadas (consultar en el equipo) . 

2.e. Repetir el procedimiento anterior con la celda conteniendo el 

patron de concentracion 1.6 x iO~4 pero ahora leer directamente la A en 

la escala digital. 

2.f. Reiterar los ultimos tres pasos variando la longitud de onda a 

intervalos de 10 nin hasta llegar a 520 nm. luego a intervalos de 5 mn 

hasta 550 nm y a continuacion de 10 en 10 11m hasta llegar a 610 11111. 
2.g. Trazar la curva espectral graficando A vs. X y elegir la Xw mas 

adecuada. 

3. Trazado de la curva de calibration u determination de la 
concentracion de una muestra incognita. 

3.a. Operar con el equipo en forma analoga, manteniendo fija la ii.W 

escogida. obteniendo los distintos valoies de A para cada patron. 

3-b- Graficar A vs. [c] (Ley de Lambert-Beer) 

3.0. Medir el valor de A de la muestra a la misma Xy deterininar su [c] 

usando la grafica obtenida en 3-b. 



PREGUNTAS 

a) Elabore una grafica de absorbancia vs concentracion sin linealizar y dGTerminG si 
se presentan desviaciones positivas o negativas de la ley de Beer. 

b) Mediante regresion lineal halle la ecuacion correspondiente a la grafica elaborada 

y establezca la concentracion de la muestra problema. 

c) Emplee el valor de la pendiente y el prornedio de las absortividades de los 
patrones, para determinar la absortividad molar de la sustancia analizada. Compare 

y discuta. 

d) Calcule la absortividad molar de la muestra problema y consulte acerca de su 
naturaleza. 

e) Considere las ecuaciones : Ad = ad b d c d y A p = a p b p c p donde; los subindices 
d y p corresponden a muestra desconocida y patron respectivamente. Seleccione 
uno de los patrones para determinar la concentracion de la muestra desconocida y 
compare este valor con las concentraciones que se obtendrian empleando las 
absortividades del literal c). 

f) Que tipo de soluciones no cumplen la ley de Lambert- Beer. 

g) De acuerdo al color de la sustancia analizada, cual seria la longitud de onda mas 
apropiada para realizar la lectura espectrofotometrica? 

h) Consulte aplicaciones industriales de espectrofometria de absorcion. 
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